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SA@ETAK
Cilj na{eg istra`ivanja bio je ustanoviti u~estalost C282Y i H63D
mutacija u bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza
razli~ite etiologije. U istra`ivanje je bilo uklju~eno 105 bolesnika (84
mu{karca i 21 `ena) koji su podijeljeni u dvije skupine. U prvoj je
skupini bilo 55 bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza, koji su prekomjerno konzumirali alkohol, a u drugoj 50
bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza nepoznate eti-
ologije. Prisutnost mutacija u HFE genu ustanovili smo metodom
lan~ane reakcije polimeraze (PCR) nakon koje je slijedila restrikcija s
odgovaraju}im restrikcijskim endonukleazama.
Prema dobivenim rezultatima, frekvencije C282Y i H63D alela u skupini
bolesnika koji su konzumirali alkohol, iznose 4,5% i 20,1%, a u bolesnika
s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza nepoznate etiologije 18,0%
i 19,0%. Usporedbom u~estalosti HFE alela i genotipova izme|u nave-
denih skupina bolesnika utvrdili smo statisti~ki zna~ajnu razliku (p<0,05)
u frekvenciji C282Y alela kao i u frekvenciji C282Y homozigota.
Na{i rezultati upu}uju na to da je analiza mutacija HFE gena korisna u
bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza, pogotovo kad
nije jasno ima li bolesnik jetrenu bolest s povi{enim vrijednostima
serumskog `eljeza ili ima nasljednu hemokromatozu uz povi{ene
nalaze jetrenih enzima. 
KLJU^NE RIJE^I: nasljedna hemokromatoza, mutacije HFE-gena,
C282Y, H63D, konzumacija alkohola, `eljezo
ABSTRACT
To study the role of hemochromatosis gene mutations in patients with
elevated serum iron, we have analysed C282Y and H63D mutations of
the HFE gene. The investigation included 105 patients (84 males and
21 females) divided in two groups: 55 active alcoholic individuals (49
males and 6 females) and 50 individuals (35 males and 15 females)
with elevated serum iron of unknown etiology. The analysis of HFE
gene mutations was performed using the PCR-RFLP method.
According to our results C282Y and H63D allele frequencies were
4.54% and 20.09% in active alcoholics and 18.00% and 19.00% in the
second group of patients without the history of alcohol consumption,
respectively. Comparing the HFE allele and genotype frequencies
between investigated groups statistically significant differences (p
0.05) were observed in the frequency of C282Y allele and the fre-
quency of C282Y homozygotes.
Our results suggest that the analysis of HFE mutations can be useful in
patients with the elevated serum iron, especially in patients with
unclear hereditary hemochromatosis or another liver disease, such as
alcoholic liver disease.
KEY WORDS: hereditary hemochromatosis; HFE gene mutations,
C282Y, H63D, alcohol consumption, iron
Izvorni rad Medicina 2004;42(40):265-270
Original paper UDK: 612.392.4:575.113.1
MUTACIJE GENA ZA HEMOKROMATOZU U BOLESNIKA S POVIŠENIM
VRIJEDNOSTIMA SERUMSKOG @ELJEZA
HEMOCHROMATOSIS GENE MUTATIONS IN PATIENTS WITH ELEVATED SERUM IRON
Nada Star~evi} ^izmarevi}1, Sandra Mili}2, Smiljana Risti}1, 
Davor Štimac2, Miljenko Kapovi}1
Ustanova: 1Zavod za biologiju i medicinsku genetiku, Medicinski fakultet
Sveu~ili{ta u Rijeci, 2Katedra za internu medicinu, Medicinski fakultet Sveu~ili{ta
u Rijeci
Prispjelo: 9. 4. 2004.
Prihva}eno: 29. 4. 2004.
Adresa za dopisivanje: Mr. sc. Nada Star~evi} ^izmarevi}, dipl. ing., Zavod za
biologiju i medicinsku genetiku, Medicinski fakultet Sveu~ili{ta u Rijeci, Bra}e
Branchetta 20, 51000 Rijeka. Tel. 051-651-129. e-mail: snada@medri.hr
nima s o{te}enjem tkiva i posljedi~nom funkcijskom
insuficijencijom, posebno jetre, gu{tera~e, srca, ko`e i
hipofize. S obzirom na na~in nastajanja, postoji nasljed-
na ili hereditarna hemokromatoza (NH) za koju se zna
da je uzrokovana mutacijama gena za hemokromatozu
(HFE), i ste~ena hemokromatoza koja je nastala talo-
`enjem `eljeza i o{te}enjem tkiva zbog drugih bolesti.1
Ste~eni poreme}aji talo`enja `eljeza, kao {to je npr. u
alkoholnoj cirozi jetre, u parenhimnim organima mogu
dovesti do iste klini~ke slike i patolo{kih promjena kao
i NH. 
UVOD
Hemokromatoza je poreme}aj u metabolizmu `eljeza u
kojemu pove}ana crijevna apsorpcija `eljeza dovodi do
njegova prekomjernog odlaganja u parenhimnim orga-
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Nekad se vjerovalo da je bolest koju danas poznaje-
mo kao hemokromatozu, samo jedan oblik alkoholne
ciroze. Bliska povezanost pretjerane konzumacije alko-
hola i klini~ke ekspresije hemokromatoze predmet je
zanimanja ve} vi{e godina budu}i da ciroza jetre obi-
lje`ava te`i stadij bolesti i u hemokromatozi i u alkohol-
noj bolesti jetre.2 U obje su bolesti poreme}eni para-
metri `eljeza. @eljezo inducira oksidativni stres koji ima
klju~nu ulogu u patogenezi alkoholne bolesti jetre i u
hemokromatozi.
Nasljedna hemokromatoza jedna je od naj~e{}ih
autosomnih recesivnih bolesti u europskoj populaciji.
HFE gen lokaliziran je na kra}em kraku kromosoma 6
(6p21.3), ~ime je postalo mogu}e genetsko testiranje za
dvije mutacije (C282Y i H63D) koje se naj~e{}e povezu-
ju s bolesti.3
Dijagnosti~ki algoritam (slika 1.) za NH promijenio se
otkako je dostupna analiza mutacija HFE gena, ~ime je
poraslo zanimanje za probir populacije, a time i ranu dija-
gnozu bolesti i odgovaraju}u terapiju.4 I danas je pri sum-
nji na hemokromatozu, potrebno najprije odrediti kon-
centraciju serumskog `eljeza, ukupan kapacitet vezanja
`eljeza (TIBC), zasi}enje transferina (`eljezo/TIBCx100%)
i feritin, a tek onda provesti gensku analizu.5
Naime, bolesnici s NH-om u 60-100% slu~ajeva su
homozigoti za mutaciju C282Y ili slo`eni heterozigoti za
C282Y mutaciju na jednom alelu i H63D mutaciju na
drugom alelu te u 1% homozigoti za mutaciju H63D.3,6
Ostale mutacije povezane s NH-om jo{ se istra`uju.
Namjera je na{eg istra`ivanja bila ustanoviti
u~estalost C282Y i H63D mutacija u bolesnika s povi{e-
nim vrijednostima serumskog `eljeza razli~ite etiologije.
BOLESNICI
U istra`ivanje je bilo uklju~eno ukupno 105 bolesnika
(84 mu{karca i 21 `ena) koji su u razdoblju od 1. lipnja
2002. do 1. lipnja 2003. obra|ivani na Gastroentero-
lo{kom odjelu ili poliklini~koj slu`bi Klinike za internu
medicinu Klini~koga bolni~kog centra Rijeka, a usta-
novljene su im povi{ene vrijednosti serumskog `eljeza.
Bolesnici su bili upoznati s istra`ivanjem te su dali pisani
pristanak, a istra`ivanje je odobrilo Eti~ko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta u Rijeci. U svih je bolesnika uzeta
detaljna anamneza i odre|eni odgovaraju}i biokemijski
pokazatelji serumskog `eljeza. Na osnovi anamnesti~kih
podataka osnovane su dvije skupine bolesnika. U prvoj
je skupini bilo 55 bolesnika (49 mu{karaca i 6 `ena) s
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Slika 1. Dijagnosti~ki algoritam (preuzeto iz Pietrangelo A. Haemochromatosis. Gut 2003; 52(Suppl III); ii23-iii30)
Figure 1 Diagnostic algorithm (taken from Pietrangelo A. Haemochromatoasis. Gut 2003; 52(Suppl III); ii23-iii30)
1 wt/wt- wild type – normalan genotip
2 C282Y/C282Y
3 C282Y/H63D
povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza, koji su
konzumirali alkohol u koli~inama ve}im od 80 g/dan
tijekom 5 i vi{e godina, a u drugoj 50 bolesnika s
povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza nepoznate
etiologije.
Iz istra`ivanja su isklju~eni i bolesnici s prije dijagnos-
ticiranim bolestima: talasemijom major, sideroblastienom
anemijom, hemoliti~kom anemijom, s prekomjernim uzi-
manjem `eljeza (prehrana, transfuzije), s akutnim (virusni
i toksi~ni hepatitis) i kroni~nim jetrenim bolestima i jasno
definiranom dijagnozom (kroni~ni virusni hepatitis B i C,
porphyria cutanea tarda, portokavalni spoj i dr.) te
bolesnici na dugotrajnoj hemodijalizi.
METODE
Iz seruma bolesnika odre|ivala se vrijednost `eljeza
2,4,6-tri (2 pyridyl) -5-triazinom, a UIBC kolorimetrij-
skom metodom. Povi{ena vrijednost serumskog `eljeza
bila je iznad 26,9 mol/l.
Bolesnicima je izva|eno i 6 ml periferne krvi, koja je
do DNA-izolacije zamrznuta u epruvetama s antikoagu-
lansom na -20oC. Za molekularno-genetieku analizu
izolirali smo DNA prema standardnom protokolu te
utvr|ivali prisutnost svake od mutacija u HFE-genu s
pomo}u lan~ane reakcije polimeraze (PCR) nakon koje
je slijedila restrikcija s odgovaraju}im restrikcijskim enzi-
mima (Rsa I za C282Y mutaciju i Mbo I za H63D mutaci-
ju). Uvjete i po~etnice za lan~anu reakciju polimeraze
opisali su Feder i suradnici.3 Restrikcijske fragmente
razdvojene elektroforezom analizirali smo pod UV-lam-
pom i ovisno o migraciji restrikcijskih fragmenata na
gelu razlikovali smo homozigote normalnog genotipa,
heterozigote i homozigote za svaku navedenu mutaciju
(slika 2.).
Usporedba u~estalosti C282Y i H63D alela i genoti-
pova izme|u skupina bolesnika provedena je F2-testom
i Fisherovim egzaktnim testom, a statisti~ka zna~ajnost
razlika izra`ena je na razini 0,05.
REZULTATI
Distribucija HFE genotipova u obje skupine bolesnika s
povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza prikazana je
u tablici 1. 
U skupini od 55 bolesnika koji uz povi{ene vrijed-
nosti serumskog `eljeza prekomjerno konzumiraju alko-
hol, njih 28 (50,9%) imalo je uredan genotip, a 27
(48,1%) bolesnika imalo je neku od ispitivanih HFE 
mutacija. U ovoj skupini samo je jedna osoba (0,9%) bila
homozigot, i to za H63D mutaciju. Niti jedna osoba nije
bila slo`eni heterozigot za navedene mutacije. Hete-
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Slika 2. Veli~ina PCR-produkta i restrikcijskih fragmenata za
pojedini genotip pri analizi C282Y-lokusa
Figure 2 Size of PCR product and restrictive fragments for par-
ticular genotype in analysing C282Y locus
1 - PCR-produkt
2 - normalan homozigot
3 - homozigotna mutacija
4 - heterozigot
Slika 3. Veli~ina PCR-produkta i restrikcijskih fragmenata za
pojedini genotip pri analizi H63D-lokusa
Figure 3 Size of PCR product and restrictive fragments for par-
ticular genotype in analysing H63D locus
1 - PCR-produkt
2 - normalan homozigot
3 - homozigotna mutacija
4 - heterozigot
rozigota za C282Y mutaciju bilo je 5 (9,1%), a hetero-
zigota za H63D mutaciju 21 (38,2%).
U drugoj skupini od 50 bolesnika s povi{enim vrijed-
nostima serumskog `eljeza, 21 (42,0%) bolesnik imao je
uredan genotip, a 29 (58,0%) bolesnika imalo je neku od
ispitivanih HFE mutacija. Prona{li smo pet C282Y homo-
zigota (10,0%), dok su tri osobe (6,0%) bile slo`eni hete-
rozigoti s C282Y mutacijom na jednom kromosomu i
H63D mutacijom na drugome homolognom kromoso-
mu. U ovoj skupini bolesnika heterozigota za C282Y
mutaciju bilo je 5 (10,0%), a heterozigota za H63D mu-
taciju 16 (32,0%).
Usporedbom pojedinih HFE genotipova izme|u
dviju skupina bolesnika, ustanovljena je statisti~ki
zna~ajna razlika (p 0.05) u u~estalosti C282Y homozigo-
ta u bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza nepoznate etiologije.
Da bismo ustanovili frekvencije C282Y i H63D alela
u bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza analizirali smo ukupno 210 kromosoma na te
dvije mutacije. Dobiveni rezultati u skupini bolesnika s
povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza i pove-
}anom konzumacijom alkohola pokazuju da je ukupna
frekvencija C282Y alela iznosila 4,5%, a frekvencija
H63D alela 20,1% (tablica 2.). Frekvencija C282Y alela u
skupini bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza nepoznate etiologije iznosila je 18,0%, te 19,0%
za H63D alel (tablica 2.).
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Tablica 1. Distribucija u~estalosti HFE-genotipova u bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza
Table 1 Distribution of HFE genotype incidence in patients with elevated serum iron
C282Y H63D I. skupina1 II. skupina2 p
N (%) N (%)
-/- -/- 28 (50,9) 21 (42,0) NS3
-/- +/- 21 (38,2) 16 (32,0) NS3
-/+ -/- 5 (9,1) 5 (10,0) NS3
-/- +/+ 1 (1,8) 0 NS3
+/+ -/- 0 5 (10,0) <0,05
+/- +/- 0 3 (6,0) NS3
Ukupno 55 50
1 bolesnici s povi{enim serumskim `eljezom koji su preko-
mjerno konzumirali alkohol   
2 bolesnici s povi{enim serumskim `eljezom nepoznate etio-
logije
3 NS - nema statisti~ke zna~ajnosti
Tablica 2. Mutacije HFE-gena: frekvencija alela (%) u bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog `eljeza
Table 2 HFE gene mutations: allele frequency (%) in patients with elevated serum iron
Mutacije HFE-gena I. skupina1 II. skupina2 p
(N=55) (N=50)
C282Y 4,5 18,0 <0,05
H63D 20,1 19,0 NS3
1 bolesnici s povi{enim serumskim `eljezom koji su preko-
mjerno konzumirali alkohol   
2 bolesnici s povi{enim serumskim `eljezom nepoznate etio-
logije
3 NS - nema statisti~ke zna~ajnosti
Frekvencija C282Y alela bila je statisti~ki zna~ajno
ve}a (p<0,05) u skupini bolesnika s povi{enim serum-
skim `eljezom nepoznate etiologije.
RASPRAVA
Istra`ivanjem smo obuhvatili bolesnike s povi{enim vri-
jednostima serumskog `eljeza, podijeljene u dvije
skupine, u kojih smo ustanovili u~estalost HFE alela i
genotipova odgovornih za razvoj manifestne hemokro-
matoze. Razlikovanjem skupina bolesnika koji konzu-
miraju alkohol u prekomjernim koli~inama i bolesnika s
povi{enim serumskim `eljezom nepoznate etiologije
nastojali smo pokazati nu`nost molekularno-geneti~ke
analize u diferencijaciji nasljedne i ste~ene hemokroma-
toze. 
Za razliku od niza studija o zna~enju HFE mutacija u
dijagnostici hemokromatoze, do sada je u literaturi
objavljeno svega nekoliko studija o ulozi mutacija HFE
gena u bolesnika s alkoholnom bolesti jetre.7-10 Što se
ti~e C282Y mutacije, frekvencija ovog alela u na{ih
bolesnika iznosila je 4,5%, {to je statisti~ki zna~ajno
manje nego u ostalih bolesnika s povi{enim vrijednosti-
ma serumskog `eljeza nepoznate etiologije (tablica 2.), a
ne odstupa od vrijednosti objavljenih za op}u hrvatsku
populaciju (3,3%).11 Takav rezultat odgovara ve}
spomenutim studijama iz ovog podru~ja i ne upu}uje na
povezanost ove mutacije s razvojem alkoholne bolesti
jetre.
U bolesnika koji prekomjerno konzumiraju alkohol,
jedna je osoba bila homozigot za H63D mutaciju (tabli-
ca 1.), a u~estalost H63D alela (20,1%) (tablica 2.), koji
je ina~e podjednako i s ve}om u~estalo{}u zastupljen u
raznim europskim populacijama, nije se statisti~ki
zna~ajno razlikovala od frekvencije u hrvatskoj popu-
laciji (14,5%).11 Rezultati objavljeni u dvije studije9,10 o
ulozi ove mutacije u alkoholnoj bolesti jetre opre~ni su,
i iako na{i rezultati nisu ustanovili izravnu uklju~enost
H63D mutacije u razvoj alkoholne bolesti jetre, ne
mo`emo negirati svaku vezu budu}i da je hetereozigota
za tu mutaciju (38,2%) vi{e u bolesnika nego u op}oj
populaciji (23%). 
U bolesnika s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza nepoznate etiologije, ustanovili smo 5 homozi-
gota (10%) za C282Y mutaciju, a frekvencija C282Y alela
je 18%. Dosada{nje brojne studije pokazuju ulogu
mutacija HFE gena u dijagnostici NH. Pojavnost homo-
zigota za C282Y mutaciju u oboljelih je razli~ita u
razli~itim studijama: Austrija 78%, Francuska 91%, Italija
69%, Velika Britanija 92%, Sjedinjene Ameri~ke Dr`ave
82%, Kanada 95%.6 Jazwinska i sur.12 su pak u studiji u
Australiji ustanovili da su svi oboljeli (100%) bili homo-
zigoti za C282Y mutaciju. U studijama Pietrangela,13 Ca-
relle,14 Olynyka,15 Mure16 i Beutlera17 o~ekivano je zna-
~ajno vi{a frekvencija C282Y alela u bolesnika s NH-om
i vrijednosti iznose od 43% do 86%. 
Mogu}i razlog {to je u na{ih bolesnika na|en manji
broj homozigota za C282Y mutaciju u odnosu prema
prije navedenim studijama jest postojanje razlika u kri-
terijima za uklju~ivanje jer su u navedenim studijama, uz
povi{enu vrijednost serumskog `eljeza, uzete u obzir i
povi{ene vrijednosti zasi}enja transferinom i/ili
povi{ene vrijednosti feritina. Na prije navedene kriterije
u na{em istra`ivanju, iz kojih bi se mogli izdvojiti nosio-
ci mutacija HFE gena kao i oni s genotipovima odgo-
vornim za NH, odlu~ili smo se zbog relativne jednos-
tavnosti i dostupnosti. Razlike u u~estalosti C282Y
mutacije bi se mogle objasniti i etni~kim razlikama
odnosno zemljopisnim smje{tajem ispitivanih populaci-
ja. Stoga je na{a pretpostavka da u populacijama s
ni`om frekvencijom C282Y alela nego u zemljama sje-
verne i zapadne Europe, ostale mutacije HFE gena te
odre|eni okoli{ni ~imbenici mogu biti jedan od kofak-
tora za razvoj klini~ki manifestnog NH-a.
Što se ti~e H63D mutacije, razina u~estalosti homo-
zigota za H63D mutaciju kre}e se me|u bolesnicima, u
objavljenim studijama, oko 1%.6 U na{ih bolesnika s
povi{enim serumskim `eljezom nismo ustanovili niti
jednog homozigota, a frekvencija H63D alela iznosi
19%. Frekvencija H63D alela u studijama Deugniera18 i
Steinberga19 iznosi 18,4%, odnosno 21,1% i odgovara
na{im rezultatima.
Studije u europskim populacijama pokazuju da je
frekvencija slo`enih heterozigota C282Y/H63D u bole-
snika 4-6%.6 Na{i se rezultati uklapaju u navedene s
u~estalo{}u slo`enih heterozigota od 6%.
Serumsko `eljezo, TS i feritin uobi~ajeni su biokemij-
ski testovi koji se upotrebljavaju u dijagnostici hemo-
kromatoze. Povi{enje razine `eljeza mo`e biti post-
prandijalno, ali postoje i diurnalne promjene koncen-
tracije `eljeza te je senzitivnost ove pretrage 56%, a ako
je udru`ena s povi{enjem TS i feritina, senzitivnost
postaje ve}a (86%).20 Isto tako, `eljezo i feritin mogu biti
normalni u mladih bolesnika ili pak povi{eni zbog
mnogih razloga (kroni~ni virusni hepatitis, alkoholna
bolest jetre, nealkoholni steatohepatitis, u nekim malig-
nim bolestima i u drugim upalnim stanjima).
@eljezo i alkohol nezavisni su hepatotoksini sa
sli~nim patogenim mehanizmom. Konzumacija alkoho-
la poti~e prekomjerno nakupljanje `eljeza i zna~ajno
pove}ava rizik od ciroze jetre u bolesnika s NH-om.21
Razlog zbog kojega prekomjerna konzumacija alkohola
nagla{ava klini~ku ekspresiju hemokromatoze, nejasan
je. Najvjerojatnije bi obja{njenje bilo da su `eljezo i alko-
hol dodatni kofaktori, a svaki od njih izaziva oksidativni
stres i fibrogenezu jetre.
^esta dijagnosti~ka nedoumica nastupa kad nije
jasno ima li bolesnik jetrenu bolest (npr. alkoholnu
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cirozu jetre) s povi{enim vrijednostima serumskog
`eljeza ili bolesnik ima NH uz povi{ene nalaze jetrenih
enzima. 
Upravo u takvim je okolnostima analiza mutacija HFE
gena iznimno korisna, {to je dokazalo i na{e istra`ivanje.
Ako je bolesnik homozigot za C282Y ili slo`eni hete-
rozigot C282Y/H63D, optere}enje `eljezom najvjerojat-
nije je uzrokovano genetskim poreme}ajem. S druge
strane, ako bolesnik ima neku drugu jetrenu bolest (npr.
alkoholnu bolest jetre) i heterozigot je za C282Y, hete-
rozigot za H63D ili nema niti jednu od tih mutacija, pre-
optere}enje `eljezom vjerojatno je uzrokovano osnov-
nom jetrenom bole{}u, a mo`da manjim dijelom 
HFE genotipom.
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